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RESUMEN

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren diferencias en la expresion de los genes
ZFP36L1 e IKZF3 entre pacientes con diferentes formas clinicas de esclerosis multiple (EM). En
linfocitos aislados de pacientes con EM primaria progresiva (PP) se observaron niveles de
expresion mas bajos de ambos genes comparados con controles, mientras que los de pacientes
remitente-recurrentes (RR) mostraron niveles similares a controles. Tras la estimulacién celular,
los pacientes PP mostraron una activacion inmunitaria reducida en comparacion con controles,
mientras que no se observaron diferencias significativas en los RR. Ademas, se encontraron
diferencias en la proliferacion celular: los pacientes PP tendieron a una mayor proliferacion basal,
pero una menor respuesta tras la estimulacion en comparaciéon con controles. Los analisis
genotipicos revelaron asociaciones entre polimorfismos en los genes ZFP36L1 e IKZF3 y los
niveles de activacion y proliferacion celular, indicando que estos genes podrian desempefiar un

papel clave en la regulacion inmunitaria en la EM.

OBJETIVOS INICIALMENTE PLANTEADOS EN EL ESTUDIO

Segun lo planteado en la solicitud del proyecto, se han seleccionado in silico las variantes de interés
por su ubicacién y tras valorar la potencia estadistica atendiendo a la frecuencia del alelo minoritario.
Por tanto, el objetivo principal del estudio es analizar los mecanismos subyacentes a los
polimorfismos de riesgo rs12946510 en el gen IKZF3 y rs2236262 en ZFP36L1, en pacientes de EM
y controles, con especial interés en el estudio diferenciado de la forma clinica primaria progresiva,
PP. Como objetivo secundario se plantea estudiar las posibles divergencias funcionales entre
pacientes PP y RR que expliquen el curso diferente de la enfermedad.



INTRODUCCION

El gen ZFP36L1 pertenece a una familia de factores de transcripcion criticos para la regulacion de la
homeostasis de las células T, ya que estan implicados en varios procesos clave como la muerte
celular, la reprogramacion metabdlica y el ciclo celulart. Se ha descrito que este gen tiene un papel
fundamental en la induccién de la autofagia, un proceso vital para la adaptacién al estrés?. En otro
estudio, se destaco el papel del gen ZFP36L1 en la supresion de mediadores inflamatorios, lo que
sugiere un papel antiinflamatorio y de mantenimiento de la homeostasis celular. Ademas, se ha visto
su relacion con otras enfermedades autoinmunes como la enfermedad celiaca, la enfermedad de
Crohn o la artritis reumatoide®“. En el caso de la EM, se ha descrito que el alelo de riesgo a padecer
la enfermedad es el A (alelo minoritario con un 49% de frecuencia en la poblacién europea)®.

Por otro lado, el gen IKZF3, que codifica la proteina Aiolos, es un miembro de la familia de los factores
de transcripcién de los dedos de Zinc IKAROS. Este gen tiene un papel en la activacion del sistema
inmunitario, dado que regula la apoptosis de células T y se encuentra implicado en la funcion y
diferenciacién de multiples subconjuntos de células Th®’. Ademas, se ha visto también su papel en
otras enfermedades autoinmunes, como el lupus eritematoso sistémico y la artritis reumatoide®®. Con
respecto a la EM, se ha descrito que el alelo de riesgo es el T (alelo minoritario con un 47% de

frecuencia en la poblaciéon europea)®.

RESULTADOS
1. Seleccion Pacientes y Genotipado

Para el desarrollo de este estudio, se utilizaron PBMCs de pacientes de esclerosis multiple (EM)
tratados con Ocrelizumab y/o Rituximab, asi como de controles sanos (Tabla 1) de los cuales
teniamos ADN para el genotipado de los SNPs, rs12946510 en IKZF3 y rs2236262 en ZFP36L1. El
alelo mayoritario del gen IKZF3 es el C, con una frecuencia del 53% y el minoritario el T, con el 47%;
en el gen ZFP36L1 el alelo mayoritario es el G con 56% y el minoritario el A con el 44%.

Tabla 1. Caracteristicas de los individuos reclutados en el estudio. Se representa la media de las variables y
su desviacion estandar correspondiente entre paréntesis.

FORMA % EDAD  ZFP36L1 IKZF3 TRATAMIENTO

cLinica N Mujeres  (afios) (% GG) (% CC)
OCRELIZUMAB RITUXIMAB

48
CONTROL R 52.6 (+12.61) 36.8 42.1 - - -
52
EMPP 19 33.3 (+10.81) 29.4 35.3 14 5 5.5 (¥2.75)
42
EMRR 17 58.8 (+7.31) 41.2 31.3 10 7 2.4 (£1.98)




2. Diferencias en los niveles de expresion de RNAm de los genes

El grupo de pacientes PP exhibe niveles de expresion mas bajos tanto para el gen ZFP36L1 como
para IKZF3, en comparaciéon con los controles, mientras que los pacientes RR presentan niveles
intermedios (Figura 1A).
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Figura 1. Niveles relativos de mRNA de IKZF3 y ZFP36L1 en pacientes y controles. A) Comparacion de
los niveles relativos de expresion entre las distintas formas clinicas y los controles. B) Niveles de expresion
segun genotipo. Los datos se representan en diagramas de dispersion como media + desviacion estandar.
Dado que los polimorfismos en estudio han sido previamente descritos como eQTL, se decidio
corroborar su efecto en la expresion del ARN mensajero realizando la comparacion entre individuos
homaocigotos para cada alelo, entre quienes se esperarian las mayores diferencias.

En lo que respecta al gen IKZF3, a pesar de estar descrito como eQTL, no se observaron diferencias
significativas entre los genotipos, ni en controles ni en pacientes con EM. En el caso del gen
ZFP36L1, en los controles los niveles de expresién en homocigotos para el alelo mayoritario (GG)
son significativamente mas altos en comparacion con homocigotos para el alelo minoritario (AA). En
los pacientes RR se observa un patrén similar, aunque las diferencias no alcanzan significacion
estadistica debido al reducido tamafio de la muestra. En los pacientes PP no se evidencian
diferencias entre los genotipos. (Figura 1B).



3. Activacion linfocitaria

Tras la evaluacion del marcador de activacion linfocitaria temprana, CD69*, en las distintas

subpoblaciones linfocitarias, no se observaron diferencias significativas en estado basal.
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Figura 2. Deteccion de la activacion linfocitaria temprana. Porcentaje de células CD69* antes y después
de la estimulacién con PHA, asi como el ratio PHA* / PHA - en PBMCs, células CD3* y CD56*, tanto en controles
(C) como pacientes PP y RR. Los datos se representan en diagramas de dispersion como media + desviacion
estandar.

No obstante, tras la estimulacion con PHA se evidencid una disminucion estadisticamente

significativa del porcentaje de células CD69*, por tanto una menor activacion, al comparar a los



pacientes PP con los controles en las diversas subpoblaciones estudiadas. No se detectaron
diferencias al comparar los pacientes RR con controles. Esta disminucion también fue observada al
analizar el ratio PHA*/PHA  en PBMCs y CD3. (Figura 2).

A continuacion se presentan los resultados del analisis en el cual los individuos se clasificaron segun
genotipos para los polimorfismos rs2236262 del gen ZFP36L1 (Figura 3A) y rs12946510 del gen
IKZF3 (Figura 3B).

Con respecto a la activacion linfocitaria temprana segun el polimorfismo del gen IKZF3 (Figura 3B),
no se observaron diferencias entre los genotipos en ninguno de los grupos experimentales en estado
basal. Sin embargo, tras la estimulacién se observé una menor activacion en PBMCs y en la

subpoblacién CD3* de los pacientes PP homocigotos TT en comparacion con los homocigotos CC.

En lo que respecta al polimorfismo del gen ZFP36L1 y la activacion temprana medida por la expresion
de CD69 (Figura 3A), el genotipo mayoritario GG mostré niveles mas altos de activacion en
comparacion con el AA en controles y en pacientes RR, tanto en PBMCs totales como en la

subpoblacion CD56" en estado basal.
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Figura 3A. Deteccion de la activacién linfocitaria temprana atendiendo al genotipo de ZFP36L1.
Porcentaje de células CD69* antes y después de la estimulacion con PHA, asi como el ratio entre PHA* y PHA-
en PBMCs, células CD3* y CD56*, tanto en controles (C) como en pacientes PP y RR. Los datos se representan
en diagramas de dispersion como media + desviacion estandar.
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Figura 3B. Deteccidn de la activacién linfocitaria temprana atendiendo al genotipo de IKZF3. Porcentaje
de células CD69* antes y después de la estimulacion con PHA, asi como el ratio entre PHA* y PHA", en PBMCs,
células CD3* y CD56%, tanto en controles (C) como en pacientes PP y RR. Los datos se representan en
diagramas de dispersion como media + desviacion estan



En cuanto al andlisis del marcador de activacion tardia CD25" (Figura 4), no se observaron
diferencias significativas entre las distintas subpoblaciones linfocitarias en estado basal. Tras la
estimulacion con PHA, se detectd una disminucion significativa en el porcentaje de células activadas
en los pacientes PP y RR en comparacién con los controles, tanto en las PBMCs como en la
subpoblacion CD3*. Al normalizar los datos de cada individuo mediante el ratio PHA*/PHA" se
observo un menor incremento en la expresion del marcador de activacion tardia en PBMCs y CD3*
de los pacientes PP y RR en comparacion con los controles, alcanzando significacion estadistica en

la subpoblacién CD3*. Curiosamente, en las células CD56" se observo una tendencia opuesta.
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Figura 4. Deteccion de activacion linfocitaria tardia. Porcentaje de células CD25* antes y después de la
estimulacién con PHA, asi como el ratio PHA*/PHA-, en PBMCs, células CD3* y CD56*, tanto en controles (C)
como pacientes PP y RR. Los datos se representan en diagramas de dispersion como media + desviacion
estandar.



Al analizar los niveles de CD25" segun los polimorfismos estudiados no se encontraron diferencias
significativas entre los genotipos del gen ZFP36L1, ni en estado basal ni tras la estimulacién. Sin
embargo, para el gen IKZF3 se detectaron diferencias al comparar el ratio PHA*/PHA" entre los
controles y los pacientes PP, pero no en los RR. En los controles, los individuos homocigotos TT
presentaron un mayor incremento en el porcentaje de células CD25* tras la estimulacion que los
homocigotos CC; mientras que en los pacientes PP, los homocigotos CC mostraron un mayor

incremento (Figura 5).
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Figura 5. Ratio PHA*/PHA" de la activacidn linfocitaria tardia segin genotipos. En PBMCs, células CD3*
y CD56%, tanto en controles (rojo) como pacientes PP (azul) y RR (verde). Los datos se representan en
diagramas de dispersion como media + desviacion estandar.

4. Estudios mitocondriales: masa, contenido de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y despolarizacion de membrana

La evaluacion de la masa mitocondrial revelé que las PBMCs en estado basal de los pacientes RR
presentaron una reduccion estadisticamente significativa en comparacion con los controles y los

pacientes PP, lo cual también fue evidente en las subpoblaciones CD3" y CD56* (Figura 6A).



En la Figura 6B se analiza la masa mitocondrial en funcién del polimorfismo de ZFP36L1 y se
observé que los controles con genotipo AA presentaron una reduccion significativa de la masa
mitocondrial en estado basal en todas las poblaciones linfocitarias, en comparacion con los controles
con genotipo GG. En cambio, en los pacientes PP, el genotipo con mayor masa mitocondrial fue el

AA, mientras que en los RR no se encontraron diferencias por gentotipo.

Finalmente, en relacién con el polimorfismo del gen IKZF3 (Figura 6C), los individuos con genotipo
TT presentaron niveles mas bajos que aquellos con genotipo CC, tanto en controles como en

pacientes PP, mientras que en los pacientes RR no se observo esta tendencia.
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Figura 6. Diferencias en la masa mitocondrial. A) Entre las formas clinicas de los pacientes EM y controles;
y atendiendo a los polimorfismos del gen ZFP36L1 (B) y del gen IKZF3 (C). Cantidad de masa mitocondrial
medida por citometria de flujo en intensidad media de fluorescencia (MFI) en estado basal. Los datos se
representan en diagramas de dispersién como media + desviacion estandar.
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El andlisis de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) evidencié una disminucion no
significativa en situacion basal de las PBMCs de pacientes PP en comparacién con controles,
mientras que no se observaron diferencias con los pacientes RR. Cabe mencionar que tras la

estimulacion con PHA todos los grupos alcanzan niveles similares de ROS.

En relacion al polimorfismo del gen ZFP36L1, en la situacion basal se observé que en los controles
no existen diferencias significativas entre genotipos mientras que en los pacientes PP y RR se
evidenci6é una tendencia a que los individuos con el genotipo GG produjeran mas ROS que aquellos

con el genotipo AA. Sin embargo, tras la estimulacion, los niveles se equipararon.

En lo que respecta al polimorfismo del gen IKZF3 unicamente se identificaron diferencias no
significativas tras la estimulacion con PHA entre controles y pacientes PP, y se observd que el

genotipo CC genera mas ROS que el TT (resultados no mostrados).

La evaluacion del potencial de membrana mitocondrial revel$ una ligera disminucion en la intensidad
media de fluorescencia en los pacientes PP y RR en todas las subpoblaciones celulares, siendo mas
pronunciada la subpoblacion CD56", tanto en estado basal como tras la estimulacién. Esto sugiere

una mayor despolarizaciéon de la membrana mitocondrial (resultados no mostrados).

5. Estudio de poblaciones celulares y proliferacién

La proliferacion celular se evalué mediante la expresion del marcador Ki67. En estado basal los
pacientes PP muestran una tendencia a una mayor proliferacion que los controles en todas las
subpoblaciones celulares estudiadas, excepto la CD56" (Figura 7A). No se apreciaron diferencias
significativas con los pacientes RR. Tras la estimulacion con PHA, los controles presentaron un
aumento significativo en el porcentaje de proliferacion en comparacion con los pacientes PP y RR.
Al analizar el polimorfismo del gen ZFP36L1 (Figura 7B), no se detectaron diferencias significativas
entre los genotipos en estado basal en ninguno de los grupos experimentales. Tras la estimulacion,
el genotipo GG mostré una mayor proliferacion en comparacion con el genotipo AA, siendo estas
diferencias mas evidentes en la subpoblacion CD8* de los pacientes PP y en la subpoblacion CD56*
de los controles.

Respecto al polimorfismo del gen IKZF3 (Figura 7C), parece tener una mayor relevancia en la
proliferacion celular, especialmente en pacientes PP tras la estimulacion, quienes mostraron
diferencias significativas entre los genotipos. <De forma consistente, el genotipo TT presenté una

mayor proliferacion en todas las subpoblaciones celulares, excepto en la CD56".
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Figura 7. Proliferacion celular en controles y formas clinicas de los pacientes de EM (A), y atendiendo al
polimorfismo del gen ZFP36L1 (B) y del gen IKZF3 (C). Los datos de expresion de KI67 se representan en
diagramas de dispersion como media + desviacion estandar.
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Finalmente, se analiz6 el ratio PHA*/ PHA en relacion con el porcentaje de las diferentes

subpoblaciones efectoras y de memoria de las células CD4* (Figura 8A) y CD8* (Figura 8B).

Se observé un aumento significativo en el porcentaje de células CD4* en los pacientes RR en
comparacion con los controles, mientras que en los pacientes PP se detectd un ligero incremento

gue no alcanz6 significacion estadistica.

Tanto los pacientes RR como PP mostraron una leve disminucion en el porcentaje de células CD4
efectoras y de células CD4 de memoria central, siendo esta disminucion significativa en los pacientes
RR.

En contraste, el porcentaje de células naive y células efectoras de memoria se encontro ligeramente

incrementado en los pacientes en comparacion con los controles.

Al enfocarnos en las subpoblaciones de células CD8* no se encontraron diferencias significativas
entre los controles y los pacientes, salvo en el porcentaje de células efectoras de memoria, donde
los pacientes mostraron niveles superiores a los controles, con diferencias significativas observadas

en los pacientes RR.

En cuanto al polimorfismo del gen ZFP36L1, en general no se detectaron diferencias significativas ni
en pacientes ni en controles, excepto en los pacientes PP, donde los homocigotos GG presentaron
un mayor porcentaje de células CD4" activadas en comparacién con los homocigotos AA. En el caso
de las células CD8*, se observo un comportamiento similar, aunque en este caso las diferencias se
presentaron en los controles, donde los homocigotos GG mostraron menores niveles de células

CD8+ activadas en comparacion con los homocigotos AA.

En relacion con el polimorfismo del gen IKZF3 no se encontraron diferencias significativas en las
células CD4*, salvo en el porcentaje de células activadas, donde se observo una tendencia similar
tanto en los controles como en los pacientes RR: los homocigotos TT presentaron menores niveles
que los CC, mientras que en los pacientes PP se observo la tendencia opuesta. En las células CD8*
se observaron las mismas tendencias para las células activadas, ademas de diferencias en las
células de memoria central, donde los pacientes PP y RR mostraron tendencias opuestas: en los
pacientes PP, el genotipo TT presentd niveles mas altos que el genotipo CC, mientras que en los

pacientes RR ocurri6 lo contrario.
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6. Futuro

Los resultados obtenidos hasta el momento son alentadores y sugieren posibles asociaciones
relevantes. Sin embargo, es fundamental incrementar el tamafio muestral con el fin de robustecer los
hallazgos y alcanzar significancia estadistica en las tendencias observadas dada la variabilidad que
presentan los pacientes. Un tamafio muestral mayor permitird compensar esta variabilidad de los
datos y proporcionar una mayor precision en la estimacion de los efectos asociados a los
polimorfismos estudiados.

Adicionalmente se encuentran en curso varios experimentos complementarios que tienen como
objetivo profundizar en el andlisis de estos polimorfismos y su potencial implicacion en la patogénesis
de la enfermedad. Estos experimentos no solo permitirdn completar los andlisis actuales, sino que
también contribuirdn a una comprensién mas integral de los mecanismos moleculares subyacentes
y su relevancia clinica.

Una vez concluidos los estudios, y con los resultados consolidados, tenemos previsto escribir sendos
manuscritos para su publicacion en revistas internacionales de alto impacto, dentro del primer cuartil,

en los que se referenciara el apoyo otorgado en este proyecto.

7. Acciones Divulgativas

Para la difusion de este proyecto se ha participado en las jornadas divulgativas como la decimocuarta

y decimoquinta noche europea de los investigadores y la semana de la ciencia 2023.
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